
2 
0 
0 
7 
년

8
월

박
사
학
위
논
문

대
식
세
포
주
에
서
 
박
테
리
아
성
지
질
다
당
류
 
자
극
에
 
의
한
 
분
비
백
혈
구
단
백
분
해
효
소
억
제
제
와
 
성
장
인
자
들
의
 발
현

손 

욱  

희

2007년  8월 

박사학위논문 

대식세포주에서 
박테리아성지질다당류 자극에 의한 
분비백혈구단백분해효소억제제와 

성장인자들의 발현

조선대학교 대학원

치 의 학 과

손    욱    희

[UCI]I804:24011-200000234363



대식세포주에서 
박테리아성지질다당류 자극에 의한 
분비백혈구단백분해효소억제제와 

성장인자들의 발현

Expression of secretory leukocyte protease inhibitor and 

growth factors induced by lipopolysaccharide stimulation 

in RAW264.7 macrophages

2007년  8월    일

조선대학교 대학원

치 의 학 과

손    욱    희



대식세포주에서 
박테리아성지질다당류 자극에 의한 
분비백혈구단백분해효소억제제와 

성장인자들의 발현

지도교수   황  호  길

이 논문을 치의학 박사학위신청 논문으로 제출함.

2007년  4월    일

조선대학교 대학원

치 의 학 과

손    욱    희



손욱희의 박사학위 논문을 인준함

    위원장  한림대학교 교수   이 윤 렬   인

    위원    조선대학교 교수   김 흥 중   

    위원    조선대학교 교수   김 도 경   인인

    위원    조선대학교 교수   정 문 진   인

    위원    조선대학교 교수   황 호 길   인

2007년  6월   일

조선대학교 대학원



- i -

목목목 차차차

ABSTRACT············································································································iv

Ⅰ.서 론··················································································································1

Ⅱ.실험재료 및 방법······························································································3
1.세포주와 배양 ····························································································3
2.역전사중합효소반응과 실시간 역전사중합효소반응 ··························3
3.항체제조 ······································································································5
4.면역학적 단백질 검출법 ··········································································5
5.면역침강법····································································································6
6.광학현미경 및 주사전자현미경적 관찰··················································6

Ⅲ.실험결과··············································································································8
1.LPS자극을 준 RAW264.7세포에서 SLPI와 성장인자들의 mRNA
발현 ···············································································································8

2.LPS자극을 준 RAW264.7세포의 세포질과 배양액에서 SLPI단백
질 발현 ········································································································8

3.LPS자극에 따른 RAW264.7세포의 형태학적 변화·························9

Ⅳ.총괄 및 고안······································································································11

Ⅴ.결 론 ················································································································16

참고문헌 ·················································································································17
사진부도 설명···········································································································23



- ii -

표표표 목목목 차차차

Table1.ThesummaryofPCRprimersequences,annealingtemperatures
andamplificationcycles··········································································4



- iii -

도도도 목목목 차차차

Fig.1.NucleotidesequenceofthemSLPIcDNA·········································25

Fig.2.AminoacidsequenceofmSLPI····························································26

Fig.3.RT-PCRassayoftheSLPIandgrowthfactormRNAs··············27

Fig.4.SLPIproteinlevelsbyLPStreatmentinRAW264.7cells·········29

Fig.5.ObservationofmorphologyafterLPS stimulationinRAW264.7
cells·············································································································30

Fig.6.Diagram ofconclusions··········································································31



- iv -

AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

EEExxxppprrreeessssssiiiooonnnooofffssseeecccrrreeetttooorrryyyllleeeuuukkkooocccyyyttteeeppprrrooottteeeaaassseeeiiinnnhhhiiibbbiiitttooorrr
aaannndddgggrrrooowwwttthhhfffaaaccctttooorrrsssiiinnnddduuuccceeedddbbbyyyllliiipppooopppooolllyyysssaaacccccchhhaaarrriiidddeee

ssstttiiimmmuuulllaaatttiiiooonnniiinnnRRRAAAWWW222666444...777mmmaaacccrrroooppphhhaaagggeeesss

Son,Wook-Hee
Advisor:Prof.Hwang,Ho-Keel,D.D.S.,M.S.D.,Ph.D.
DepartmentofDentistry,
GraduateSchoolofChosunUniversity

Secretoryleukocyteproteaseinhibitor(SLPI)wasknownthatbacterial
lipopolysaccharide(LPS)-inducedproductofmacrophage.Macrophagesplay
animportantroleinthedevelopmentofinflammatoryresponsesbysecreting
anarrayofcytokinesandchemokinesinatissuemicroenvironment.To
identifythefunctionandrelationshipbetweenpotentgrowthfactorsand
SLPIafterLPS stimulation,Thereversetranscriptasepolymerasechain
reaction(RT-PCR)andWesternblotswereperformedforthedetectionof
mRNA andproteinexpressionofSLPIandgrowthfactorssuchasVEGF
(vascularendotherialgrowthfactor),PDGF(platelet-derivedgrowthfactor),
bFGF(basicfibroblastgrowthfactor)after100ngLPSstimulationonthe
RAW264.7 cells.The resultof RT-PCR was showed SLPImRNA
expressionwasincreasedfrom 60minto48h afterincubationwithLPS
inRAW 264.7cells.VEGF andPDGF mRNA wasexpressedhighlyat
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initialstagebyLPSstimulation.TheexpressionsofbFGFandcollagen
typeImRNAsshowedveryweaklyafterLPStreatment.SLPIproteinlevel
wasincreasedlikelythemRNA levelsinlysatesafterLPS stimulation.
Additionally, the phase contrast and scanning electron microscopic
observationshowedthattheLPSinducethechangeofmorphologyofthe
RAW264.7cells.From theseresults,itsuggeststhatthesecretedSLPIby
LPS treatmentmay associate with VEGF and PDGF expression in
RAW264.7cells.
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ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

박테리아성지질다당류(lipopolysaccharide,LPS)는 면역계를 유발시키는
물질 중 하나이며,LPS에 대한 대식세포의 사이토카인(cytokine)이나 성장인
자의 분비반응은 감염으로부터 개체를 보호할 수 있지만,반응이 과다할 경
우 과민성 염증반응 증상을 유발하며 이는 개체 자체에 심각한 손상을 줄
수 있다1).또한 많은 종류의 포유류 세포들은 저산소증(hypoxia)이나 염증반
응 같은 비 정상적인 세포주변 환경에서 성장인자나 사이토카인을 분비할
수 있다2).이러한 상황에서 분비되는 성장인자들로는 혈관내피세포 성장인자
(vascularendothelialgrowth factor,VEGF),섬유모세포 성장인자(basic
fibroblastgrowth factor,bFGF)및 혈소판유래 성장인자(platelet-derived
growthfactor,PDGF)등이 있다3-5).혈액에서 LPS는 혈청 단백질인 LPS결
합단백질과 결합한다.중성구,단핵구,면역구,대식세포의 세포표면에서
LPS는 CD14과 Toll-likereceptor4(TLR4)와 결합하여 염증에 관여하는
사이토카인과 TNF-α,IL-1,IL-6,단백분해효소,그리고 NO등을 분비한다.
사이토카인의 과도한 형성은 endotoxicshockcascade의 발생에 중요한 영
향을 미치며,neutrophilelastase와 catepsinG 같은 단백분해효소도 LPS에
의해서 유발된 endotoxinshock에 관여한다6-8).또한 염증반응을 유도하기
위한 LPS의 농도는 다양한 인자들의 발현에 차이를 나타낸다9).
분비백혈구단백분해효소억제제(secretory leukocyte protease inhibitor,

SLPI)는 11.7-kDa의 크기를 가지는 시스테인 잔기가 풍부한 단백질로서,침
샘,정장,자궁경부 그리고 비강 및 기관지 점액 층에 있는 상피세포 에서
분비된다.SLPI는 상에서 상처 치유와 세포 증식을 촉진하고 HIV
바이러스나 세균 감염을 방해하는 기능도 가지고 있다10).그리고 최근에는



- 2 -

SLPI가 암 세포 전이의 원인이 되는 인자라는 보고도 있었다11).또한 SLPI
는 LPS에 의해 자극된 대식세포에 의해서 분비되어 LPS에 의해 활성화된
염증반응에 관여하는 신호전달 인자들에 대한 길항작용을 한다12-14).
치주조직 염증의 대부분은 구강내 세균에 의해 점진적으로 진행되며,과

도한 염증반응은 치주조직의 재생을 저해하는 요인으로 작용하는 것으로 알
려져 있다15).따라서 염증반응을 단시간에 제어할 수 있는 생물학적 관련물
질의 발현과 기능의 규명은 치주염증을 포함한 여러 질환에서 필수적이라
볼 수 있다.또한 염증인자에 민감하게 반응하는 대식세포에 처리하는 LPS
의 다양한 농도의 차이는 SLPI뿐만 아니라 성장 인자들의 발현에도 영향을
끼칠 수 있는 중요한 요소이다.이에 본 연구에서는 염증반응에 민감한 대식
세포주인 RAW264.7세포를 이용하여 프로사이토카인으로서 작용할 것으로
생각되는 SLPI와 VEGF,bFGF,PDGF등 몇 가지 성장인자 및 세포 외부
기질이 SLPI발현의 적정농도인 LPS에 반응하여 발현하는지를 규명하고,
또 그 기능을 유추하고자 하였다.
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ⅡⅡⅡ...실실실험험험재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...세세세포포포주주주와와와 배배배양양양

RAW264.7세포주는 2×105수로 60mm dish에 각각 배양하였다.배양액
은 Dulbecco’sModifiedEagle’sMedium(DMEM;GibcoBRL,USA)에 10%
fetal bovine serum, 100-units/ml penicillin, 100mg/ml streptomycin,
0.25mg/mlamphotericinB 그리고 1X non-essentialaminoacidsolution을
첨가하여 사용하였고,37℃가 유지된 5% CO2배양기에서 세포를 배양하였
다.

222...역역역전전전사사사중중중합합합효효효소소소반반반응응응(((rrreeevvveeerrrssseee tttrrraaannnssscccrrriiippptttaaassseee pppooolllyyymmmeeerrraaassseee ccchhhaaaiiinnn
rrreeeaaaccctttiiiooonnn,,, RRRTTT---PPPCCCRRR)))과과과 실실실시시시간간간 역역역전전전사사사중중중합합합효효효소소소반반반응응응(((RRReeeaaalll---TTTiiimmmeee
PPPCCCRRR)))

RAW264.7세포를 ml당 100ng의 LPS(SigmaChemicalCo.,St.Louis,
MO,USA)에 30분,60분,90분,24시간 및 48시간 동안 각각 노출시켰다.그
리고 TriZolⓇ reagent(MRCInc.,MontgomeryRd,CIN,USA)를 이용하여 각
각으로부터 총 RNA를 추출하였다.Superscriptone-stepreversetranscriptase
(Invitrogen,USA)는 추출한 총 RNA 로부터 cDNA를 합성하기 위해 사용
되었고,ExTaqpolymerase(TaKaRaKorea,Seoul,KOR)를 이용하여 PCR
반응을 수행하였다.모든 PCR반응에서 초기 변성 온도와 마지막 신장 온도
는 각각 94℃ 5분과 72℃ 5분으로 하였다.각 유전자의 forward와 reverse
프라이머의 결합 온도와 증폭 수 그리고 생산된 유전자의 크기는 Table1에
나타내었다.SLPI프라이머는 전체 SLPI유전자 서열 중 신호펩타이드 부위
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와 3’의 비 해독 부위를 포함시켜 제작하였다(Fig.1).PCR 반응 후 생산물
은 ethidium bromide(EtBr)가 첨가된 1.5% 아가로스 겔에 전기영동 후 UV
를 조사하여 확인하였다.전기영동을 통한 PCR생산물의 양은 시각화된 밴
드의 밀도를 통해 정량 하였다.각 밴드의 밀도 측정은 SciencelabImage
Gauge(FUJIFILM,JPN)프로그램을 이용하여 수행하였다.

Table1.ThesummaryofPCRprimersequences,annealingtemperatures
andamplificationcycles

Gene 5’ Forward 3’ Reverse
Temp 
(℃)

Cycle Size

mSLPI 5’-CGGAATTCCAGAGCTCCCCTGCCTTC-3’ 5’-GCTCTAGACATAGAGAAATGAATGCGTTT-3’ 63 30 676bp

mVEGF 5’-GTGGACATCTTCCAGGAGTA-3’ 5’-ATCTGCAAGTACGTTCGTTT-3’ 60 35 382bp

mPDGF-BB 5’-CTCTTGACTCCAAGAACCTG-3’ 5’-AATCCATCAGAGAAGGTGTG-3’ 48 33 582bp

mbFGF 5’-GGCTTCTTCCTGCGCATCCA-3’ 5’-GCTCTTAGCAGACATTGGAAGA-3’ 53 35 354bp

mGAPDH 5’-CCATGGAGAAGGCTGGG-3’ 5’-CAAAGATGTCATGGATGACC-3’ 55 35 199bp

또한 RAW264.7세포에 LPS자극을 준 후,SLPImRNA의 발현 양상을 정
량적으로 분석하기 위하여 real-timePCR을 수행하였다.총 RNA는 TRIreagent
를 사용하여 추출하였고,RNA양은 UVspectrophotometer(Amershamphamacia,
UK)를 이용,RNA시료당 1ug으로 정량 하여 사용하였다.Real-timePCR을 위한
프라이머는 각각 forward :5’-GCCCGGGAAAGCAGAGGTG-3’,reverse :
5’-ACATTGGGAGGGTTAAG CATCATACAT-3’로 제작하였다.정량 후 총
RNA는 500ng의 oligo-dT(Invitrogen,Carlsbad,CA,USA)와 SuperscriptIII
reversetranscriptase(Invitrogen,Carlsbad,CA,USA)를 이용하여 cDNA를
합성하였다.Real-TimePCR반응 조건은 95℃ 15분,95℃ 15초,60℃ 15초,
72℃ 15초이고 반응 횟수는 40회로서 ExicyclerTM(Bioneer,KOR)을 이용하
여 수행하였다.반응 동안 나타나는 형광 값을 알아보기 위해 반응액에는 1×



- 5 -

농도로 SyberGreen(Bioneer,KOR)을 첨가하였으며,총 반응 양은 20µl로 조절
하였다.

333...항항항체체체제제제조조조

EGGKNDAIKIGAC펩타이드는 생쥐 SLPI(mSLPI)단백질의 폴리펩타이
드 부분 에서 선택하였다(boxinFig.2).선택한 SLPI펩타이드는자동 펩타이
드 합성기에 의해서 제조되었다(Takara,Inc.,KOR).합성한 SLPI펩타이드항
체 용액은 항체 제작을 위해 토끼의 림프절에 주입해 첫 번째 면역 반응을 일
으켰고,3주 후에 두 번째 면역반응을 수행 하였으며 10일 후,세 번째 면역반
응을 거치고 난 뒤 20일 후에,친화성 크로마토그래피 방법을 이용하여 생성된
SLPI항체를 정제하였다.

444...면면면역역역학학학적적적 단단단백백백질질질 검검검출출출법법법(((WWWeeesssttteeerrrnnnbbblllooottttttiiinnnggg)))

세포질 내에 있는 SLPI단백질 발현을 분석하기 위하여 면역학적 단백질
검출 방법을 사용하였다.150mM NaCl,1% NP-40,50mM Tris-Cl(pH7.4),2
mM Na3VO4,2mM Na4P2O7,50mM NaF,2mM EDTA(pH7.4) 및 단백질분
해효소 억제제인 leupeptin과 aprotinin을 첨가한 NP-40 용해완충액(lysis
buffer)을 이용하여 세포의 단백질을 추출하였다.추출한 단백질은 30mg씩
각각 같은 양을 정량 하여 실험에 사용 하였고 SDS15%-polyacrylamide겔을
이용 전기영동을 통해 단백질을 분리해 냈다.분리한 단백질은 nitrocellulose막
으로 이동 시킨 후,5% skim milk를 이용하여 blocking시켰고,anti-rabbit
SLPI항체(1:500)를 넣고 다음날까지 반응시켰다.다음으로 세척 후 HRP
(horseradish-peroxidase)가 붙어있는 goat-anti-rabbit2차 항체(1:10,000,
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SantaCruzBiotchnology,USA)를 처리하고 ECL(Amershamphamacia,UK)
을 이용하여 발색시킨 후 현상하였다.현상 후 나타난 단백질 밴드는 Science
LabImageGauge(FUJIFILM,JPN)프로그램을 이용,각 밴드의 밀도를 측정
하여 정량하였다.

555...면면면역역역침침침강강강법법법(((IIImmmmmmuuunnnoooppprrreeeccciiipppiiitttaaatttiiiooonnn)))

LPS처리 후 분비된 SLPI단백질의 양을 알아보기 위하여 면역침강법을
사용하였다.ProteinGagarosebead들을 phosphatebufferedsaline(PBS)으
로 3번 세척 후 500ml의 배양액과 섞어 주었다.1시간 동안 반응 후 SLPI항
체를 넣고 다음날까지 4℃에서 반응시켰다.반응 후 단백질-bead-항체결합체
(immunoprecipate)는 PBS를 이용하여 세척하고,10,000xg에서 5분간 원심분
리를 수행하였다.이러한 단백질-bead-항체결합체에 SDS-PAGE용 sample
buffer을 첨가한 후 5분간 끓여 주었다.이후 과정은 westernblotting방법을
이용하였다.

666...광광광학학학현현현미미미경경경 및및및 주주주사사사전전전자자자현현현미미미경경경적적적 관관관찰찰찰

LPS자극에 각각 30분,60분,90분,24시간,48시간씩 노출된 RAW264.7세
포의 형태학적 변화를 알아보기 위하여 위상차 현미경(Olympus,JPN)을 이용
하여 관찰 하였다.또한 LPS처리 후 세포의 미세구조를 관찰하기 위하여,주
사전자현미경(scanningelectronmicroscope,SEM)방법을 이용하였다.주사
전자현미경관찰을 위하여 LPS처리 후 RAW264.7세포를 PBS에 희석한 2.5
% glutaraldehyde에 1차 고정 후 osmium tetraoxide(OsO4)를 이용하여 2차
고정을 수행하였다.그 후 고정된 세포를 PBS로 세 번 세척하고 70%,80%,
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90%,95% 그리고 마지막으로 100% 에탄올을 순차적으로 처리해 주면서 수분
을 완전히 제거하였다.그 다음 hexamethyldisilazane(HMDS,Sigma)을 첨가
하여 시료를 완전하게 건조시켰다.준비된 시료들은 금입자 증착기로 표면을
처리한 후,주사전자현미경(Hitach,H4700,JPN)을 이용하여,15Kv에서 관찰
하였다.
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ⅢⅢⅢ...실실실험험험 결결결과과과

111...LLLPPPSSS 자자자극극극을을을 준준준 RRRAAAWWW222666444...777 세세세포포포에에에서서서 SSSLLLPPPIII와와와 성성성장장장인인인자자자들들들의의의
mmmRRRNNNAAA 발발발현현현

RT-PCR 실험결과 100ng의 LPS 처리를 한 RAW264.7세포에서 SLPI
mRNA의 발현은 대조군 수준에 비해 60분 대에서 1.6배 증가하였고 시간대
에 따라 점점 증가 하였다.그리고 VEGFmRNA는 대조군에 비해 30분대와
60분대에 각각 1.7배씩 증가하였고 이후로는 감소하는 경향을 나타냈다.또
한 PDGFmRNA 는 30분과 60분에 각각 1.4배씩 증가 하였고 이후로는 감
소하는 경향을 나타냈다.그리고 bFGF는 90분대 까지는 거의 발현을 하지
않다가 24시간에 약한 발현 양상을 보였다.제 I형 아교질 mRNA는 24시간
과 48시간대에 매우 약하게 발현하였다(Fig.3A,3B).SLPImRNA의 정량
을 측정한 Real-timePCR결과는 RT-PCR결과와 동일하게 30분대에서 부
터 24시간대 까지 증가였으나,48시간대에서는 감소하였다(Fig.3C).일정한
발현 수준을 보여주는 GAPDH mRNA는 PCR 분석을 위한 내부 대조군으
로 사용하였다.

222...LLLPPPSSS자자자극극극을을을 준준준 RRRAAAWWW222666444...777세세세포포포의의의 세세세포포포질질질과과과 배배배양양양액액액에에에서서서 SSSLLLPPPIII단단단
백백백질질질발발발현현현

RAW264.7세포에서 LPS자극에 따른 SLPI단백질의 발현양상을 알아
보기 위하여 세포질 용해액과 세포 배양액을 이용하여 Westernblot을 수행
하였다.그 결과 세포질 용해액에서 SLPI단백질 발현은 60분대에서 증가하
기 시작해 24시간대에서 가장 많이 발현 하였고 (대조군세포 대비 1.7배)
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48시간에는 24시간대에 비해 감소하였다.하지만 이것은 대조군 발현 수준에
비하여 1.47배 증가한 양이며 LPS자극에 의한 SLPI단백질의 발현은 전체
적으로 증가하는 경향을 나타냈다.따라서,이러한 결과는 SLPI단백질 역시
상기의 RT-PCR및 Real-timePCR결과와 마찬가지로 LPS자극에 의하여
세포 내 발현 양이 증가함을 나타낸다.또한 LPS자극 후 면역침강방법을
이용하여 세포 배양액 내에 있는 SLPI단백질의 양을 알아 보았다.실험 결
과 SLPI단백질의 양은 60분 까지 일정한 양상을 보이다가 90분부터는 점진
적으로 감소하는 경향을 나타냈다 (Fig.4A,4B)

333...LLLPPPSSS자자자극극극에에에 따따따른른른 RRRAAAWWW222666444...777세세세포포포의의의 형형형태태태학학학적적적 변변변화화화

RAW264.7세포에 LPS자극을 준 후 위상차 현미경을 이용하여 관찰한
결과 LPS를 처리하지 않은 세포(Fig.5A-①)에서는 구형에 가까운 모습을
나타냈으나 LPS처리 후 30분(Fig.5A-②)부터 방추형의 모양을 가지는 세
포들이 보이기 시작했다.60분(Fig.5A-③)에는 30분대에 비하여 방추형 및
길게 뻗은 형태의 세포 모양을 나타냈고,LPS자극 후 90분(Fig.5A-④)부
터는 방추형 모양의 세포들과 수직 및 수평 방향으로 길게 뻗은 모습의 세
포들이 더욱 많이 나타나는 것을 확인 할 수 있었다.또한 LPS자극 후 24
시간 및 48시간이 지난 군(Fig.5A-⑤,⑥)에서는 대조군에 비해 세포질 쪽
에서 뻗어 나온 돌기를 가진 세포가 관찰되었다.그리고 전체적인 세포의 숫
자는 60분까지 증가하는 양상을 보이다가 90분부터 그 양이 조금씩 감소하
는 것을 확인할 수 있었다.LPS에 의해 자극된 RAW264.7세포의 세포질
미세구조를 알아보기 위하여 주사전자현미경 관찰을 한 결과 LPS를 처리하
지 않은 대조군 세포는 위상차 현미경 결과와 마찬가지로 원형에 가까운 모
습을 보였고 세포질은 전체적으로 매끈한 모습을 보였다.그에 반해 LPS처
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리 후 30분부터 RAW264.7세포의 세포질은 바깥쪽을 향해 좀 더 확장된 모
습을 보였으며(Fig.5B-②),이로부터 많은 세포 돌기들이 형성된 모습이 관
찰되었다.LPS자극 후 60분이 지난 세포에서는 전체적인 세포의 숫자가 늘
어났으며,세포질의 확장 및 세포 돌기의 수도 대조군 및 30분과 비교하여
확연히 늘어남을 관찰할 수 있었다(Fig.5B-③).90분 이후 48시간 까지는
유사한 형태적인 특징이 확인되었다(Fig.5B-④,⑤,⑥).
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ⅣⅣⅣ...총총총괄괄괄 및및및 고고고안안안

SLPI는 대표적인 세린 계열의 단백질분해효소억제제로서 중성백혈구에서
기원하는 elastase와 cathepsinG뿐만 아니라 비만세포와 췌장샘꽈리세포에
서 기원하는 chymase와 tryptase및 trypsin과 chymotrypsin을 효과적으
로 억제한다고 알려져 있다14,16,17).또한,SLPI는 지라부착세포,복막대식세포,
골수유래 대식세포주 그리고 복막다형핵백혈구와 같은 염증반응 세포들에서
주로 발현 한다고 알려져 있다1).대식세포는 조직 내에서 사이토카인과 케모
카인(chemokine)을 분비함으로써 염증반응의 진행에 중요한 역할을 한다.예
를 들어 IL-1(interleukin-1)과 TNF-α(Tumornecrosisfactor-α)와 같은 전
염증반응사이토카인(pro-inflammatorycytokine)들은 대식세포를 활성화 시
키고 다른 사이토카인이나 케모카인들의 발현을 증가시킨다18).염증반응과
관련된 물질들은 외부로부터의 감염에 대해 자신을 보호하기 위하여 만들어
지지만 이것이 과다하게 분비될 경우 전신적 염증반응의 원인이 되어 오히
려 숙주에 치명적인 영향을 줄 수 있다19,20).SLPI는 LPS에 의해 활성화된
RAW264.7세포에서 IL-10(interleukin-10)과 전환성장인자-β(transforming
growthfactor-β,TGF-β)와 같은 항염증사이토카인의 발현을 증가시킨다고
알려졌다21).
대식세포는 LPS자극의 정도에 따른 사이토카인과 매개체들을 분비함으로

서 염증반응과 비특이적 면역반응에 관여한다고 알려졌으며22),대식세포는
SLPI를 발현하고 있으며 LPS의 자극에 의해서 증가한다고 하였다23).따라서
본 연구에서는 이전 실험에서 대식세포에 사용된 LPS의 50mg/ml보다 낮은
농도인 100ng/ml로 대식세포주인 RAW264.7세포에 처리하여 SLPI와 다른
성장인자들의 발현을 측정하였다.RT-PCR결과 LPS를 처리하지 않은 대조
군에서도 약한 발현이 확인되었으며,LPS처리 후에는 60분부터 SLPImRNA
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발현이 증가됨을 확인할 수 있었다.100ng보다 더 낮은 농도인 1ng과 10ng의
농도로 LPS를 처리한 실험에서 SLPI의 발현이 증가된 시기는 90분 이후의 시
기인 것으로 미루어 염증매개 물질로서 SLPI발현증가의 적정농도는 100ng인
것으로 생각된다.또한 SLPI는 자궁내막 상피세포에서 세포 성장 및 증식과
관련된 유전자들의 발현에 영향을 끼친다고 알려져 있는데24),본 실험에서
RT-PCR,Real-timePCR,결과 LPS를 처리하지 않은 상태에서도 SLPI
mRNA의 약한 발현 양상을 볼 수 있었다.이러한 결과는 SLPI가 세포증식이
나 단백질 분해억제의 기능과 같은 세포 내 외부적 환경요인의 자극에 반응하
기 때문인 것으로 생각되나 이는 추후에 보완되어야 할 것으로 사료된다.
또한 본 연구에서는 SLPI단백질의 발현을 알아보기 위하여 LPS자극을

준 RAW264.7세포질 용해액과 배양액을 이용하여 Westernblot을 수행하였
다.흥미롭게도 세포내 SLPI단백질은 mRNA의 발현 증가시기와는 차이가
나는 시간대인 24시간에서 증가된 것으로 확인되었다.이전에 수행되었던 섬
유모세포주인 NIH3T3세포를 이용한 LPS반응에 대한 세포내 단백질 발현
증가의 결과와 비교해 보면 mRNA의 발현에서는 차이를 보이지 않았지만
단백질 수준에서는 24시간대에서 증가했던 것을 보면25),단백질의 발현은 전
사 후 단계에서 조절되며 특히 SLPI는 분비단백질이므로 차이를 보이는 것
으로 생각된다.
VEGF는 혈관생성에 관여하는 주요 조절물질들 중 하나로써 대식세포에

의해 일어나는 혈관생성에서도 중요한 역할을 하며,활성화된 대식세포는 염
증 반응 시 여러 신생 혈관생성 인자들을 분비 한다26,27).또한 VEGF는 LPS
와 난소성 스테로이드에 의해 그 발현이 증가한다고 알려져 있으며 자궁내
막증 환자의 복막 대식세포에서도 발현된다고 알려졌다28).이러한 실험결과
들은 활성화된 대식세포가 VEGF의 분비를 통해 혈관생성 및 침투에 일부
분 관여한다는 것을 시사한다29).또한 치수세포에서는 LPS의 농도와는 상관
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없이 VEGF의 mRNA가 발현됨으로서 치수혈관 생성인자 뿐만 아니라 박테
리아의 침입으로부터 보호하는 역할을 한다고 하였다9).LPS의 농도를 20mg
으로 RAW264.7세포에 처리한 실험에서 VEGFmRNA의 발현은 일정하게
나타났는데9),이 결과는 본 연구에서 LPS자극 후 초기 30분과 60분에서 강
한 발현을 보인 것과는 차이가 있는 것으로서 LPS의 적정 농도는 SLPI뿐
만 아니라 성장인자들의 발현에도 영향을 끼칠 수 있는 요소라 생각되며 활
성화된 대식세포에서 초기에 VEGF의 발현이 증가함으로서 염증반응 및 그
에 따른 혈관생성촉진 인자로써 작용할 것으로 생각된다.
PDGF는 대표적인 유사분열 성장인자로서 혈소판,단핵구,외배엽성간엽

세포,그리고 혈관평활근세포와 같은 여러 세포에서 발현한다.단핵구와 대
식세포는 죽상경화증(atherosclerosis)시 일어나는 염증반응에서 매우 중요
한 역할을 하며,단핵구는 혈관평활근세포 표면에 있는 해당 수용체에 결합
을 하고 이때 단핵구가 분비한 PDGF가 일련의 작용을 통해 혈관평활근세포
로부터 단핵구를 대식세포로 분화시키는 물질을 분비하도록 한다30,31).PDGF
는 잇몸조직의 주머니 상피조직에서 염증반응시 증가하여 치주질환 과정에
서 염증반응의 변화에 기여한다고 하였다32).본 연구에서 PDGF의 발현 양
상은 VEGF와 유사하게 초기에 증가 하였는데 이는 염증 반응 시 혈관으로
부터 유입되는 단핵구를 대식세포로 분화 유도하기 위한 것으로 생각되나
이는 추후에 보완 실험이 필요할 것으로 생각된다.
RT-PCR 결과로 SLPI와 VEGF 그리고 PDGF 유전자의 관계를 보면

SLPI는 LPS처리 후 60분에 증가하기 시작하여 48시간까지 발현 수준이 점
점 높아졌고,VEGF와 PDGF 유전자는 그보다 먼저 증가하기 시작했다가
60분까지 발현 수준을 유지했고 그 이후에는 급격히 감소하는 경향을 보였
다.SLPI는 아마도 자가분비(autocrine)방법을 통해 대식세포에 의한 염증
반응을 조절할 것이라는 보고로 미루어 보아23),VEGF나 PDGF의 발현은
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SLPI가 프로사이토카인으로 작용함으로서 이 두인자를 조절에 관여 할 것이
라고 생각되지만 이 부분 은 SLPI단백질을 처리한 후 두인자의 발현을 확
인해야 하는 추가실험이 필요할 것으로 생각된다.

에서 bFGF는 신생혈관생성과정과 과립조직형성을 촉진한다고 알
려 졌으며33),내피세포로부터 bFGF의 생산과 분비는 IFN-α+(interferone-α

+),IL-2(interleukin-2),IL-1β(interleukin-1β)그리고 nitricoxide(NO)와 같
은 전염증사이토카인 들에 의해 촉발되는 것으로 밝혀졌다34,35).또한 대식세
포36,37),CD4+와 CD8+T 림프구38,39)같은 염증반응 세포들도 bFGF를 분비
하는 것으로 알려졌다.본 연구에서도 RT-PCR 결과 LPS 자극에 의한
bFGF의 발현을 볼 수 있었지만 자극 후반부에만 약하게 발현하였다.따라
서 본 실험에 사용된 LPS의 농도가 낮은 것으로 생각되지만 bFGF의 발현
은 LPS가 아닌 살아있는 세균에 직접 감염 시켰을 때 발현을 촉진시켰고
또한 세균의 수와 감염 시간에 따라 그 발현 양에 차이를 보인다40)는 결과
로 미루어 LPS의 농도와는 무관한 것으로 확인되었다.
아교질은 세포외 기질에서 가장 중요한 섬유성 구성 요소이다.그 중 제 I

형 아교질은 우리 몸 전체에 걸쳐 세포외 기질의 중요한 구조적 요소로서
결합조직,내부장기기관,피부,근육,뼈 등 대부분의 조직에서 발견된다.그
런데 LPS자극이나 zymosan을 처리했을 시 대식세포는 주로 아교질 분해
효소를 분비하는 것으로 알려졌다41,42).흥미롭게도 본 연구에서 LPS 처리
후 24시간과 48시간에서 아교질 mRNA가 미약하게 발현된 것으로 보아 조
직 붕괴나 염증과정 중 세포외 기질의 조절에 관여할 것으로 보이나 추후에
LPS의 농도를 높인 후 확인해야 할 것으로 생각된다.
본 연구에서 RAW264.7세포에서 SLPI발현을 유도하는 LPS의 적정농도

라 생각되는 100ng에서도 세포형태의 변화가 있는지를 확인하기 위하여 현
미경을 이용하여 세포의 형태적인 변화를 관찰하였다.위상차 현미경과 주사
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전자현미경을 이용한 관찰 결과는 이전에 보고된 필로포디아(filopodia또는
microspike)와 같은 돌기와 세포질 부위가 확장되고 세포질 돌기가 나타나는
특징과 동일하였다43,44).그러나 이러한 연구들은 대부분 고농도의 LPS(50mg
이상)를 처리한 후 관찰한 것으로 100ng의 LPS처리 군과 비교 했을 때 필
로포디아나 세포질 돌기의 수가 상대적으로 많았으며,세포의 변형도 심한
차이를 보였다.
따라서 SLPI발현증가의 적정 농도라 생각되는 100ng의 LPS에 의해서 발

현되는 VEGF나 PDGF는 SLPI가 프로사이토카인으로 작용함으로서 이 두인
자의 조절에 관여할 것으로 사료된다.
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ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

분비백혈구단백분해효소억제제(SLPI)와 여러 성장인자들은 상처 감염이나
박테리아 침입 시 일어나는 염증반응과 서로 관계가 있지만,대식세포에서
LPS자극시 SLPI와 VEGF,bFGF,PDGF등과 같은 성장 인자들의 발현관
계에 대해서는 아직까지 알려진 바 없다.따라서 본 연구는 대식세포 세포주
RAW264.7세포에 SLPI발현의 적정농도인 LPS에 반응하는 SLPI및 성장
인자들과 세포외부기질의 발현을 규명하고자 하였다.
역전사효소중합반응(RT-PCR)과 면역학적 단백질 검출법(Westernblotting)

은 LPS처리 후 SLPI와 몇몇 성장인자들(VEGF,bFGF,PDGF)및 제 1형 아교
질 mRNA와 SLPI단백질의 검출을 위해 각각 수행하였다.RAW264.7세포주
를 ml당 100ng의 LPS에 각각 30분,60분,90분,24시간,48시간 동안 노출시
켰다.
RT-PCR결과,SLPImRNA는 시간이 지남에 따라 점점 발현 양이 증가하

였고 VEGF와 PDGF mRNA는 초기에 높은 발현 양상을 보였다.그러나
bFGF와 I형 아교질의 발현은 매우 미약하게 나타났다.SLPI단백질 발현 역
시 mRNA 수준과 마찬가지로 증가하는 양상을 보였으며,배양액 내의 SLPI
단백질양은 전체적으로 감소하는 경향을 보였다.또한 광학현미경 관찰과 주
사전자현미경 관찰결과,LPS가 RAW264.7세포주의 형태학적 변화를 유도함
을 확인하였다.
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사진부도 사진부도 사진부도 사진부도 설명설명설명설명

Fig.1.NucleotidesequenceofthemSLPIcDNA.Nucleotidesequenceof
themSLPIcDNA isshown,withtheaminoacidsequenceofthe
predictedtranslationproductlistedbelow thenucleotidesequence.
Anasteriskindicatesthepositionofthestopcodon.Numbersin
plainfacerefertothenucleotidesequence,andboldfacenumbers
refertotheaminoacidsequence.·······················································27

Fig.2.Amino acid sequence of mSLPI.Rabbit polyclonalantibody
generated from pepteide in box against the mSLPI peptide
sequences.··································································································28

Fig.3.RT-PCRassayoftheSLPIandgrowthfactorsmRNA.A)SLPI
andVEGF,PDGF,bFGF mRNA expression in RAW264.7cells
treatedwithLPS forcontrol(lane1),30min(lane2),60min
(lane3),90min(lane4),24hr(lane5),and48hr(lane6),
respectively.GAPDH wasusedasanamplificationinternalcontrol
fortheRT-PCR assays(S:100bpDNA sizemarker).B)Fold
induction was quantified in band intensity by dividing the
intensityofeachgrowthfactorandSLPIsignaltothatofcontrol
sample.C)QuantificationofSLPImRNA expressioninRAW264.7
cellsusing RealTime-PCR method.SLPImRNA expressionin
RAW264.7cellstreatedwithLPSforcontrol,30min,60min,90
min,24hr,and48hr,respectively.····················································29

Fig.4.SLPIprotein levelsin RAW264.7 cellsby LPS treatment.To
evaluatetheeffectofLPS onSLPIproteinexpression inRAW
264.7cells(control,lane1),weexposedto100ng/mlLPSfor30
min,60min,90min,24hrand48hr,collectedthesupernatant
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and performed immunoprecipitation.Percentof induction was
quantifiedinthelysatesandmediabydividingtheintensityof
SLPIsignalstothatofcontrolsample(M:medium,L:lysates).
·························································································································31

Fig.5.ObservationofmorphologyinRAW264.7stimulationwithLPS.A)
MorphologyofRAW264.7cellsobservedusingthephasecontrast
microscopy.ThecellsexposedtoLPS(100ng/ml)forcontrol(①)
and30min(②),60min(③)and90min(④),24hr(⑤),and48
hr(⑥),respectively.Allmagnificationisx200.B)SEM analysis
of RAW264.7 cells stimulation with LPS. The change of
morphologywasobservedfrom 30(②)minafterLPStreatmen.
Control,(①);60min,(③);90min,(④);24hr,(⑤);48hr,(⑥).
··························································································································32

Fig.6.Diagram ofconclusions.A)mRNA expression ofSLPI,VEGF,
bFGF,PDGF in RAW264.7cellafterLPS stimulation.B)LPS
induces the SLPIgene and protein.Afterinduction ofSLPI,
secreated SLPIinhibits LPS function and released SLPImay
promotesproliferationandmigrationofneighboringcellsthrough
VEGFandPDGFsignalingpathway.················································33
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